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(57) Abstract 

An in—vitro method for producing 
water-insoluble a-1,4-glucan is 
described, wherein saccharose is reacted 
in a buffer-free system using an 
amylosaccharase. 

(57) Zusammenfassung 

Es wird ein in vitro- Verfahren 
zur Herstellung wasserunloslicher 
Qf-1,4-Glucane beschrieben, wobei 
Saccharose in einem pufferfreien System 
rnittels einer Amylosaccharase umgesetzt 
wird. 



Saccharoseabnahme im Reaktionsansatz 

SACCHAROSE EXTRACTION IN REACTION PREPARATION 




3 23,5 48,25 

Reakttonsdauer [h] 

DURATION OF REACTION [hj 



o 0 rnM Acetat 

□ 25 mM Acetat pH 6,5 

□ 50 mM Acetat pH 6,5 
u 100 rnM Acetat pH 6,5 
■ 150 mM Acetat pH 6,5 
a 200 mM Acetat pH 6,5 



ACETATE 



LEDIGUCH ZUR INFORMATION 



Codes zur Identifizierung von PCT-Vertragsstaaten auf den Kopfbogen der Schriften, die intemationale Anmeldungen gemass dem 
PCT veroffentlichen. 



AL 


Atbanien 


ES 


Span ien 


LS 


Lesotho 


SI 


Slowenien 


AM 


Armenien 


Fl 


Finn land 


LT 


Litauen 


SK 


Slowakei 


AT 


Ostenrich 


FR 


Frankreich 


LU 


Luxemburg 


SN 


Senegal 


AU 


Austral ien 


GA 


Gabun 


LV 


Lettland 


sz 


Swasiland 


AZ 


Aserbaidschan 


GB 


Vereinigtes K&ntgreich 


MC 


Monaco 


TD 


Tschad 


BA 


Bosnien-Herzegowina 


GE 


Georgien 


MD 


Republik Moldau 


TG 


Togo 


BB 


Barbados 


GH 


Ghana 


MG 


Madagaskar 


TJ 


Tadschikistan 


BE 


Belgien 


GN 


Guinea 


MK 


Die ehemalige jugoslawische 


TM 


Turkmenistan 


BF 


Burkina Faso 


GR 


Griechenland 




Republik Mazedonien 


TR 


TQrkei 


BG 


Bulgarien 


HU 


Ungam 


ML 


Mali 


TT 


Trinidad und Tobago 


Bj 


Benin 


IE 


Irland 


MN 


Mongolei 


UA 


Ukraine 


BR 


Brasilien 


IL 


Israel 


MR 


Mauretanien 


UG 


Uganda 


BY 


Belarus 


IS 


Island 


MW 


Malawi 


US 


Vereinigte Staatcn von 


CA 


Kan ad a 


IT 


Italicn 


MX 


Mexiko 




Amerika 


CF 


Zeniralafrikanisclie Republik 


JP 


Japan 


NE 


Niger 


uz 


Usbekistan 


CG 


Kongo 


KE 


Kenia 


NL 


Niederlande 


VN 


Vietnam 


CH 


Schweiz 


KG 


Kirgisisian 


NO 


Norwegen 


YU 


Jugoslawien 


Ci 


C6te d* I voire 


KP 


Demokratische Volksrepublik 


NZ 


Neuseeland 


ZW 


Zimbabwe 


CM 


Kamerun 




Korea 


PL 


Polen 






CN 


China 


KR 


Republik Korea 


PT 


Portugal 






cu 


Kuba 


KZ 


Kasachstan 


RO 


Rum an ien 






cz 


Tschechische Republik 


LC 


St. Lucia 


RU 


Russische Federation 






DE 


Dcutschland 


LI 


Liechtenstein 


SD 


Sudan 






DK 


Dane mark 


LK 


Sri Lanka 


SE 


Schwedcn 






EE 


Est land 


LR 


Liberia 


SG 


Singapur 







WO 99/67412 



PCT/EP99/04199 



Verfahren zur Herstellung wasserunloslicher a-1 f 4-Glucane 
Beschreibung 

5 Die vorliegende Erfindung betrifft ein in vitro-Verfahren zur Herstellung wasser- 
unloslicher cx-1 ,4-Glucane in einem pufferfreien System. 

Das Interesse der Industrie an biotechnologischen Verfahren zur Herstellung von 
Polysaccharide^ insbesondere von wasserunloslichen a-1;4-Glucanen, die auf 

10 klassisch organisch synthetischem Wege nicht oder nur sehr schwer zuganglich 
sind, ist grofi. Aus Kostengrunden haben es bisher jedoch nur wenige dieser 
Verfahren bis zur kommerziellen Nutzung gebracht Gegenuber dem klassischen 
Weg der organischen Synthesechemie bieten biotechnologische Verfahren Vorteile. 
So verlaufen enzymatisch katalysierte Reaktionen in der Regel mit viel hoheren 

15 Spezifitaten (Regiospezifitat, Stereospezifitat), mit hoheren Reaktionsgeschwin- 

digkeiten, unter milderen Reaktionsbedingungen und fQhren zu hoheren Ausbeuten. 
Diese Faktoren sind bei der Herstellung neuer Polysaccharide von herausragender 
Bedeutung. 

20 Biotransformationen, d.h. die in vitro-Umsetzung von Substanzen mit gereinigten 
oder partiell gereinigten Enzymen, bieten im Vergleich zu biotechnologischen in- 
vivo-Verfahren weitere Vorteile. Sie zeichnen sich gegenuber den in-vivo-Verfahren 
durch eine bessere Steuerbarkeit und eine hohere Reproduzierbarkeit aus, da die 
Reaktionsbedingungen in vitro, im Gegensatz zu den Bedingungen in einem 

25 lebenden Organismus, definiert eingestellt werden konnen. Dies ermoglicht die 

Herstellung von gleichbleibenden Produkten groBer Einheitlichkeit und Reinheit und 
damit von hoher Qualitat, die fur die weitere industrielle Nutzung von grolier Bedeu- 
tung ist. Die Aufarbeitung von Produkten gleichbleibender Qualitat fuhrt zu Kosten- 
senkungen, weil die Verfahrensparameter, die fur die Aufarbeitung erforderlich sind, 

30 nicht fur jeden Aufarbeitungsansatz neu optimiert werden mussen. Ein weiterer 

Vorteil von in vitro-Verfahren liegt darin, dali die Produkte im Gegensatz zu in-vivo- 



W8DOCir> -WO OM7412A1 I > 



WO 99/67412 



PCT/EP99/04199 



2 

Verfahren per se frei von den Organismen sind. Fur bestimmte Anwendungen in der 
Nahrungsmittelindustrie und der Pharmaindustrie ist dies dringend erforderlich. Um 
die vorteilhaften Eigenschaften wasserunloslicher a-1,4-Glucane groBtechnisch 
nutzen zu konnen, besteht ein dringender Bedarf diese kostengunstig zur Verfugung 
zu stellen. In groliem Maftstab sind bisher nur wasserlosliche a-1,4-Glucane, z.B. in 
Form von Amylose zuganglich. Zur Herstellung von wasserunloslichen a-1,4-Glu- 
canen wurde bisher in der Patentanmeldung W095/31553 und bei Remaud-Simon 
et al. (Remaud-Simon, in Petersen, Svenson and Pedersen (Eds,) Carbohydrate 
bioengineering; Elsevier Science B.V. , Amsterdam, The Netherlands (199(5), 
S. 313 - 320) ein Verfahren unterVerwendung einer Amylosaccharase aus 
Neisseria polysaccharea beschrieben. Dieses in vitro-Verfahren basiert auf der 
Umsetzung von Saccharose zu a-1 ,4-Glucanen und Fructose mit einer partiell 
gereinigten Amylosaccharase und wird in einem Natriumcitrat-Puffer (pH 6,5) bzw. 
einem Natrium-Maleat-Puffer (pH 6,4) durchgefuhrt. Folgender 
Reaktionsmechanismus wurde in der WO 95/31553 postuliert: 

Saccharose + (a-1,4-Glucan) n Fructose + (a-1 ,4-Glucan) n+ i 

Ausgehend von diesem Reaktionsschema dienen lineare oligomere oder polymere 
a-1 ,4-Glucane als Akzeptoren fur eine kettenverlangernde Reaktion, die zu wasser- 
unloslichen a-1,4-Glucan-Polymeren fuhrt. Im Gegensatz zur WO 95/31553 verwen- 
deten Remaud-Simon et al. (supra) zusatzlich 0,1 g/l Glycogen als exogenen Poly- 
saccharidakzeptor. Dieser verzweigte Polysaccharidakzeptor fuhrte zu einer Erho- 
hung der Reaktionsgeschwindigkeit im Vergleich zur Biotransformation in Abwesen- 
heit eines exogenen Polysaccharidakzeptors. 

Die bisher beschriebenen Systeme zur Herstellung von Polyglucanen unter Verwen- 
dung von Amylosaccharasen verlaufen in gepufferten walirigen Losungen. Nicht alle 
diese Verfahren liefern wasserunlosliche a-1 ,4-Glucane. Die Verwendung der 
Pufferchemikalien und die zur Einstellung der erforderlichen Pufferbedingungen 
benotigte Arbeitszeit fuhren zu erheblichen Verfahrenskosten und erschweren somit 



WO 99/67412 



PCT/EP99/04199 



3 

die kommerzielle Nutzung dieser Systeme. Weitere Kosten entstehen durch Reini- 
gungsschritte, die bendtigt werden, urn Reste der Puffersalze aus den Produkten 
der Biotransformation (a-1,4-Glucane und Fructose) zu entfernen. Dies ist vor allem 
beider Verwendung dieser Produkte in der Nahrungsmittel- und Pharmaindustrie 
vorigrofter Bedeutung. Es besteht daher ein Bedarf an Verfahren zur effizienten 
Herstellung von wasserunloslichen a-1 ,4-Glucanen, das kommerziell nutzbar ist und 
zu hochreinen Produkten fuhrt. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, eiri fur die grbS- 
technische Herstellung von wasserunloslichen a-1,4-Glucanen geeignetes Ver- 
fahren zur Verfugung zu stellen, das zudem zu hochreinen Produkten fuhrt. 

Diese Aufgabe wird durch die Bereitstellung der in den Patentanspruchen gekenn- 
zeichneten Ausfuhrungsformen gelost. 

Somit betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Herstellung wasser- 
unldslicher a-1 ,4-Glucane, bei dem Saccharose in vitro durch ein Enzym mit der 
enzymatischen Aktivitat einer Amylosaccharase zu wasserunlQslichen a-1 ,4-Glu- 
canen und Fructose umgesetzt wird, dadurch gekennzeichnet, daG die Umsetzung 
in einem waSrigen, pufferfreien System durchgefuhrt wird. 

Es wurde uberraschenderweise gefunden, dali zur in vitro-Herstellung von wasser- 
unldslichen a-1 ,4-Glucanen durch eine Amylosaccharase aus Neisseria poly- 
saccharea ein waBriges pufferfreies System verwendet werden kann. Die Effizienz 
dieses Verfahrens, die anhand der Fructosefreisetzung bzw. des Saccharosever- 
brauchs bestimmt werden kann, entspricht der des gepufferten Systems. Dies ist 
uberraschend, weil die Funktionalitat verwandter Enzyme bisher nur in gepufferten 
Losungen nachgewiesen werden konnte (MacKenzie et al., Can. J. Microbiol. 23 
(1977), 1303-1307; Okada und Hehre, J. Biol. Chem. 249 (1974), 126-135; Tao et 

al., Carbohydrate Res. 182 (1988), 163-174; Biittcher et al, J. Bacteriol. 179 (1997), 
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3324-3330; WO 95/31 553). 

Das erfindungsgemafie Verfahren ermoglicht nun eine starke Reduzierung der 
Kosten der in vitro-Herstellung unlfislicher cc-1,4-Glucane. Insbesondere entfailen 

5 Arbeitsschritte und Vorrichtungen im Zusammenhang mlt der Herstellung von Puffer- 
losungen sowie mit der Einstellung und gegebenenfalls Aufrechterhaltung des pH- 
Wertes. Ein weiterer entscheidender Vorteil des erfindungsgemafien Verfahrens 
liegt auch im erhohten Reinheitsgrad der Produkte, der vor allem fur Anwendungen 
im Lebensmittelbereich und in der Nahrungsmittel-, Kosmetik^ und Pharmaindustrie 

io von grolier Bedeutung ist. Das pufferfreie System bietet aufierdem den Vorteil, dafi 
die Produkte keine Reste von Puffersalzen enthalten. Aufwendige 
Reinigungsschritte zur Entfernung dieser Salze, die bei bestimmten Anwendungen 
in der Lebensmittel- und Pharmaindustrie storen wQrden, sind daher nicht 
erforderlich. Dies fuhrt zu einer weiteren starken Kostenreduzierung. Neben den 

15 wasser-unloslichen a-1 ,4-Glucanen entsteht bei dem erfindungsgemafien Verfahren 
Fructose. Diese kann zur kostengunstigen Gewinnung von sogenannten "high- 
Fructosesyrups" (HFS) verwendet werden. Das erfindungsgemaBe Verfahren fuhrt 
aufgrund der pufferfreien Reaktionsbedingungen zu Produkten hoher Reinheit. Eine 
aufwendige Reinigung der Fructose ist daher im Gegensatz zu herkommlichen 

20 Verfahren zur HFS-Herstellung aus Maisstarke, die kostenaufwendige Verfahrens- 
schritte zur Entfernung der Puffersalze durch lonenaustausch umfassen (Crabb and 
Mitchinson, TIBTECH 15 (1997), 349-352), nicht erforderlich. 

Unter einer "in vitro-Umsetzung" wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung eine 
25 Umsetzung, d.h. eine Reaktion, verstanden, die au&erhalb eines lebenden Organis- 
mus ablauft. "In vitro" bedeutet insbesondere, dad das erfindungsgemafie Verfahren 
in einem Reaktionsgefafi stattfindet. 

Unter einem Enzym mit der enzymatischen Aktivitat einer Amylosaccharase (E.C. 
30 2.4.1.4.) wird ein Enzym verstanden, das die folgende Reaktion katalysiert: 
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Saccharose + (<x-1,4-Glucan) n Fructose + (<x-1,4-Glucan) n+ i 

Die enzymatische Aktivitat einer Amylosaccharase kann z.B. nachgewiesen werden, 
wie in den Beispielen der vorliegenden Anmeldung beschrieben. 

5 

lm Rahmen der vorliegenden Erfindung wird unter einer Amylosaccharase auch ein 
Enzym verstanden, welches ausgehend von Saccharose und verzweigten Poly- 
saccharidakzeptoren, wie z.B. Glycogen, Amy lopektin oder Dextrin, die Synthese 
von Fructose und von linearen a-1 ,4-Glucanketten an diesen Polysaccharid- 
10 akzeptoren katalysiert. D.h. die Amylosaccharase katalysiert eine a-1 ,4-Glucanket- 
tenverlangerung auch an diesen verzweigten Akzeptoren. Die dabei entstehenden 
Produkte weisen im Vergleich zu den eingesetzten verzweigten Edukten einen 
geringeren Verzweigungsgrad auf. Auch diese Produkte werden im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung ais wasserunlosliche a-1,4-Glucane bezeichnet. 

15 

Im Prinzip kann in dem erfindungsgemaften Verfahren jede beliebige Amylosac- 
charase eingesetzt werden. Bevorzugt wird eine Amylosaccharase prokaryontischen 
Ursprungs verwehdet. Derartige Enzyme sind beispielsweise bekannt aus Neisseria 
perflava (Okada und Hehre, J. Biol. Chem. 249 (1974), 126-135; MacKenzie et al., 
20 Can. J. Microbiol. 23 (1977), 1303-1307) oder Neisseria canis, Neisseria cinerea, 
Neisseria denitrificans, Neisseria sicca und Neisseria subflava (MacKenzie et al., 
Can. J. Microbiol. 24 (1978, 357-362). Weiterhin beschreibt die WO 95/31553 eine 
Amylosaccharase aus Neisseria polysaccharea. Besonders bevorzugt wird eine 
naturlicherweise von einem Prokaryonten sekretierte Amylosaccharase verwendet. 

25 

In einer bevorzugten AusfUhrungsform des erfindungsgemaden Verfahrens wird 
eine Amylosaccharase von einem Bakterium der Gattung Neisseria verwendet, 
besonders bevorzugt eine Amylosaccharase von der Species Neisseria poly- 
saccharea. 

30 

Wasserunlosliche a-1,4-Glucane im Sinne der Erfindung sind die durch die oben 
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beschriebene Umsetzung von Saccharose mit einer Amylosaccharase hergestellten 
Polysaccharide. Unter dem Begriff "wasserunlosliche Glucane" versteht man insbe- 
sondere die durch die oben beschriebene Umsetzung von Saccharose mit einer 
Amylosaccharase hergestellten Polysaccharide, die nach der Definition des 
Deutschen Arzneimittelbuches (DAB = Deutsches Arzneimittelbuch, Wissen- 
schaftliche Verlagsgesellschaft mbH, Stuttgart, Govi-Verlag GmbH, Frankfurt, 9. 
Auflage, 1987) unter die Kategorie "schwer losliche" Verbindungen, "sehr schwer 
losliche" oder "praktisch unlosliche" Verbindungen fallen. 

Unter dem Begriff "pufferfreies System" wird im Rahmen dieser Erfindung ein 
waRriges System verstanden, das im wesentlichen keine Puffersalze enthalt. Unter 
dem Begriff "Puffersalze" versteht man in diesem Zusammenhang anorganische und 
organische Salze, insbesondere Salze schwacher Sauren und Basen. 
Unter dem Begriff "im wesentlichen keine" versteht man in diesem Zusammenhang 
Puffersalzkonzentrationen von hochstens 25 mM, in einer bevorzugten Ausfuh- 
rungsform von hochstens 10 mM, in einer weiteren bevorzugten AusfUhrungsform 
von hochstens 5 mM und in einer ganz besonders bevorzugten Ausfuhrungsform 
von hochstens 1 mM. 

20 In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaSen 
Verfahrens kann ein waSriges System verwendet werden, welches anorganische 
und organische Salze als Verunreinigung nur in Spuren (<1 mM) enthalt. Ganz 
besonders bevorzugt ist das wafJrige pufferfreie System reines Wasser. 

25 In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaRen Ver- 
fahrens wird eine gereinigte Amylosaccharase eingesetzt. Unter einer gereinigten 
Amylosaccharase wird dabei ein Enzym verstanden, das weitgehend frei ist von 
Zellbestandteilen der Zellen, in denen das Protein synthetisiert wird. Vorzugsweise 
bedeutet der Begriff "gereinigte Amylosaccharase" eine Amylosaccharase, die einen 

30 Reinheitsgrad von mindestens 80 %, bevorzugt von mindestens 90 % und beson- 
ders bevorzugt von mindestens 95 % aufweist. 
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Der Einsatz eines gereinigten Proteins zur Herstellung von a-1,4-Glucanen bietet 
verschiedene Vorteile. Im Vergleich zu Verfahren, die mit partiell aufgereinigten 
Proteinextrakten arbeiten, enthalt das Reaktionsmedium des erfindungsgemaSen 
Verfahrens keine Reste des Produktionsstammes (Mikroorganismus), der verwendet 
5 wird, urn das Protein zu reinigen oder gentechnisch herzustellen. 

Des weiteren sind durch den Einsatz des gereinigten Proteins, Vorteile fur die An- 
wendung in der Lebensmittel- und Pharmaindustrie zu sehen. Durch die definierte 
und von alien unnotigen Bestandteilen befreite Zusammensetzungdes Reaktions- 
10 mediums ist auch das Produkt in seinen Bestandteilen genauer definiert. Dies fuhrt 
zu einem wesentlich weniger umfangreichen Zulassungsverfahren fur diese biotech- 
nologisch erzeugten Produkte in der Lebensmittel- und Pharmaindustrie, insbeson- 
dere deshalb, weil diese Produkte keine Spuren eines transgenen Mikroorganismus 
aufweisen sollten. 

15 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgem§lien Verfah- 
rens ist die Amylosaccharase ein rekombinant hergestelltes Protein. Darunter wird 
im Rahmen der vorliegenden Erfindung ein Protein verstanden, das dadurch her- 
gestellt wurde, daft eine das Protein codierende DNA-Sequenz in eine Wirtszelle 

20 eingebracht und dort zur Expression gebracht wird. Das Protein kann dann an- 
schlieftend aus der Wirtszelle und/oder aus dem Kulturmedium gewonnen werden. 
Die Wirtszelle ist dabei vorzugsweise ein Bakterium oder ein Protist (z.B. Pilze, 
insbesondere Hefen, Algen) wie z. B. definiert in Schlegel "Allgemeine Mikrobio- 
logie" (Georg Thieme Verlag, 1985, 1-2). Besonders bevorzugt wird die Amylo- 

25 saccharase von der Wirtszelle sekretiert. Die Herstellung derartiger Wirtszellen zur 
Produktion einer rekombinanten Amylosaccharase kann nach dem Fachmann 
bekannten Methoden erfolgen. 

Eine Obersicht uber verschiedene Expressionssysteme findet man z.B. in Methods 
30 in Enzymology 153 (1987), 385-516 und in Bitter et al. (Methods in Enzymology 153 
(1987), 516-544), Expressionsvektoren sind in gro&em Umfang in der Literatur 
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beschrieben. Sie enthalten neben einem Selektionsmarkergen und einem die 
Replikation in dem gewahlten Wirt sicherstellenden Replikationsursprung in der 
Regel einen bakteriellen oder viralen Promotor, sowie meist ein Terminationssignal 
fiir die Transkription. Zwischen Promotor und Terminationssignal befinden sich 

5 rnindestens eine Restriktionsschnittstelle oder ein Polylinker, die die Insertion einer 
codierenden DNA-Sequenz ermoglichen. Als Promotorsequenz kann, sofern sie in 
dem gewahlten Wirtsorganismus aktiv ist t die naturlicherweise die Transkription des 
entsprechenden Gens steuernde DNA-Sequenz verwendet werden. Diese Sequenz 
kann aber auch gegen andere Promotor-Sequenzen ausgetauscht werden. Es kon- 

io nen sowohl Promotoren verwendet werden, die eine konstitutive Expression des 
Gens bewirken, als auch induzierbare Promotoren, die eine gezielte Regulation der 
Expression des nachgeschalteten Gens erlauben. Bakterielle und virale Promotor- 
sequenzen mit diesen Eigenschaften sind in der Literatur ausfuhrlich beschrieben. 
Regulatorische Sequenzen zur Expression in Mikroorganismen (z.B. E. coli, S. 

15 cerevisiae) sind ausreichend in der Literatur beschrieben. Promotoren, die eine 
besonders starke Expression des nachgeschalteten Gens erlauben, sind z.B. der 
T7-Promotor (Studier et al., Methods in Enzymology 185 (1990), 60-89), lacuvS, trp, 
trp-lacUV5 (DeBoer et al. t in Rodriguez and Chamberlin (Eds), Promotors, Structure 
and Function; Praeger, New York, (1982), 462-481; DeBoer et al f Proc. Natl. Acad. 

20 Sci. USA (1983), 21-25), Ip1, rac (Boros et al., Gene 42 (1986), 97-100). In der 
Regel erreichen die Proteinmengen von der Mitte bis gegen Ende der iogarith- 
mischen Phase des Wachstumszyklus der Mikroorganismen ihren Hohepunkt. Zur 
Synthese von Proteinen werden daher bevorzugt induzierbare Promotoren verwen- 
det. Diese fuhren oft zu hoheren Ausbeuten an Protein als konstitutive Promotoren. 

25 Die Verwendung starker konstitutiver Promotoren fQhrt uber die standige Trans- 
kription und Translation eines clonierten Gens oft dazu, daB Energie fur andere 
wesentliche Zellfunktionen verlorengeht und dadurch das Zellwachstum verlangsamt 
wird (Bernard R. Glick/ Jack J. Pasternak, Molekulare Biotechnologie (1995), 
Spektrum Akademischer Verlag GmbH, Heidelberg Berlin Oxford, S. 342.). Urn ein 

30 Optimum an Proteinmenge zu erreichen, wird daher oft ein zweistufiges Verfahren 
angewendet. Zuerst werden die Wirtszellen unter optimalen Bedingungen bis zu 
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einer relativ hohen Zelldichte kultiviert Im zweiten Schritt wird dann die Transkription 
je nach Art des eingesetzten Promotors induziert. Besonders geeignet ist in diesem 
Zusammenhang ein durch Lactose- Oder IPTG (=lsopropyl-b-D-thiogalacto- 
pyranosid)induzierbarertac-Promotor (deBoer etal., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80 
5 (1983), 21-25). Terminationssignale fur die Transkription sind ebenfalls in der 
Literatur beschrieben. 

Die Transformation der Wirtszelle mit der eine Amylosaccharase codierenden DNA 
kann in der Regel nach Standardmethoden durchgefuhrt Werden, wie z.B. 
10 beschrieben in Sambrook et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Course Manual, 
2 nd edition (1989), Cold Spring Harbor Press, New York). Die Kultivierung der Wirts- 
zelle erfolgt in Nahrmedien, die den BedOrfnissen der jeweils verwendeten Wirtszelle 
entsprechen, insbesondere unter Berucksichtigung von pH-Wert, Temperatur, 
Salzkonzentration, Beluftung, Antibiotika, Vitaminen, Spurenelementen usw. 

15 

Die Reinigung des von den Wirtszellen produzierten Enzyms kann nach herkomm- 
lichen Reinigungsmethoden wie Fallung, lonenaustausch-Chromatographie, 
Affinitats-Chromatographie, Gelfiltration, HPLC Reverse Phase Chromatographie 
usw. erfolgen. 

20 

Durch Modifikation der in den Wirtszellen exprimierten, eine Amylosaccharase 
codierenden DNA lalit sich in der Wirtszelle ein Polypeptid herstellen, das aufgrund 
bestimmter Eigenschaften leichter aus dem Kulturmedium isoliert werden kann. So 
besteht die Moglichkeit, das zu exprimierende Protein als Fusionsprotein mit einer 
25 weiteren Polypeptidsequenz zu exprimieren, deren spezifische Bindungseigen- 
schaften die lsolierung des Fusionsproteins uber Affinitatschromatographie 
ermoglichen (z.B. Hopp et al., Bio/Technology 6 (1988), 1204-1210; Sassenfeld, 
Trends Biotechnol. 8 (1990), 88-93). 



In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgema&en Verfahrens wird 
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eine Amylosaccharase verwendet, die rekombinant hergestellt ist und von der 
Wirtszelle in das Nahrmediurn sekretiert wurde, so daB kein AufschluS von Zellen 
und keine weitere Aufreinigung des Proteins erforderlich ist, weil das sekretierte 
Protein aus dem Oberstand gewonnen werden kann. Zur Entfernung von Restbe- 
5 standteilen des Kulturmediums konnen in der Verfahrenstechnik gangige Methoden, 
wie z.B. Dialyse, reverse Osmose, chromatographische Methoden etc. eingesetzt 
werden. Gleiches gilt auch fur die Aufkonzentrierung des in das Kulturmedium 
sekretierten Proteins. Die Sekretion von Proteinen durch Mikroorganismen wird 
normalerweise durch N-terminale Signalpeptide (Signalsequenz, leader-peptid) 

10 vermittelt. Proteine mit dieser Signalsequenz konnen die Zellmembran des 

Mikroorganismus durchdringen. Eine Sekretion von Proteinen kann dadurch erreicht 
werden, dad die DNA-Sequenz, die dieses Signalpeptid codiert, an die ent- 
sprechende, die Amylosaccharase codierende Region angefugt wird. 
Bevorzugt ist das Signalpeptid das nattlrliche Signalpeptid der exprimierten 

15 Amylosaccharase, besonders bevorzugt das der Amylosaccharase aus Neisseria 
polysaccharea. 

Ganz besonders bevorzugt ist das Signalpeptid das der a-CGTase aus Klebsiella 
oxytoca M5A1 (Fiedler et al., J. Mol. Biol. 256 (1996), 279-291) oder ein Signal- 
20 peptid, wie es von den Nucleotiden 1 1529-11618 der unter der Zugriffsnummer 
X86014 in der GenBank zuganglichen Sequenz codiert wird. 

Alternativ kann die in den erfindungsgemaften Verfahren verwendete Amylo- 
saccharase auch unter Verwendung eines in vitro-Transkriptions- und Translations- 
25 system, das zur Expression des Proteins ftihrt, ohne Einsatz von Mikroorganismen 
hergestellt worden sein. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird in dem erfindungsgemaSen Verfahren 
bei der Umsetzung der Saccharose mit der Amylosaccharase ein externer Kohlen- 
30 hydrat-Akzeptor zugesetzt. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird unter einem externen Kohlenhydrat- 
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Akzeptor ein Molekul verstanden, das in der Lage ist, die Anfangsgeschwindigkeit 
der Umsetzung der Saccharose durch die Amylosaccharase zu erhohen. Bevorzugt 
wird der externe Kohlenhydrat-Akzeptor zu Beginn der Umsetzung dem Reaktions- 
gemisdr zugesetzt. Der Einsatz externer Akzeptoren fuhrt zu einer Reduzierung der 
5 Verfahrensdauer und damit zu einer Kostensenkung des Verfahrens. Der Kohlen- 
hydrat-Akzeptor ist vorzugsweise ein Oligo- oder Polysaccharid, bevorzugt ein 
lineares Polysaccharid, und besonders bevorzugt ein verzweigtes Polysaccharid, 
wie z.B. Dextrin, Glycogen oder Amylopektin. Findet an diesen Akzeptoren eine a- 
1 t 4-Glucan-Kettenverlangerung start, so entstehenden Produkte, die im Vergleich 

10 zurn verzweigten Edukt einen wesentlich geringeren Verzweigungsgrad aufweisen. 
Die Starke der Erniedrigung des Verzweigungsgrades hangt dabei vom Polymeri- 
sationsgrad n ab. Setzt man Saccharose in gro&em molarem OberschuR im Ver- 
haltnis zum Akzeptor ein, so sind im Produkt a-1,6-Verzweigungen mittels Methylie- 
rungsanalyse nicht mehr me&bar (Verzweigungsgrad < 1 %). Auch diese Produkte 

is werden im Rahmen der vorliegenden Erfindung als wasserunlbsliche <x-1 t 4-Glucane 
bezeichnet. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform ist das Enzym mit der enzyma- 
tischen Aktivitat einer Amylosaccharase an einem Tragermaterial immobilisiert. 

20 Eine Immobilisierung der Amylosaccharase bietet den Vorteil, daG das Enzym als 
Katalysator der Synthesereaktion auf einfache Weise aus dem Reaktionsgemisch 
wiedergewonnen und mehrfach venwendet werden kann. Da die Aufreinigung von 
Enzymen in der Regel kosten- und zeitintensiv ist, ermoglicht eine Immobilisierung 
und Wiederverwertung des Enzyms eine erhebliche Kosteneinsparung. Ein weiterer 

25 Vorteil ist der Reinheitsgrad der Reaktionsprodukte, die keine Reste an Protein ent- 
halten. 

Fur die Immobilisierung von Proteinen stehen eine Vielzahl von Tragermaterialien 
zur Verfiigung, wobei die Kopplung an das Tragermaterial uber kovalente oder 
30 nicht-kovalente Bindungen erfolgen kann (fur eine Obersicht siehe: Methods in 
Enzymology 135, 136, 137). Weite Verbreitung als Tragermaterial haben z.B. 
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Agarose, Algenat, Cellulose, Polyacrylamid, Silica oder Nylon. 

Figur 1 zeigt einen Vergleich der Effizienz der in-vitro-Herstellung wasserunloslicher 
a-1,4-Glucane durch eine Amylosaccharase aus Neisseria polysaccharea bei Ver- 
wendung unterschiedlicher Puffersalzkonzentrationen. Die Effizienz des Verfahrens 
wurde anhand der Abnahme der Menge an Saccharose bestimmt 
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Die nachfolgenden Beispiele erlautern die Erfindung. 
Beispiel 1 

5 Reinigung einer Amylosaccharase 

Zur Herstellung einer Amylosaccharase wurden E. coli-Zellen verwendet, die mit 
einer Amylosaccharase aus Neisseria polysaccharea (s. WO 9531553), trans- 
formiert waren. Die DNA stammt aus einer genomischen Bibliothek von N. Poly- 
10 saccharea. 

Eine Uber-Nacht-Kultur dieser E. coli-Zellen, die die Amylosaccharase aus Neisseria 
polysaccharea sekretieren, wurde abzentrifugiert und in ca. V20 Volumen 50 mM 
Natriumcitratpuffer (pH 6,5), 10 mM DTT (Dithiothreitol), 1 mM PMSF (Phenyl- 

15 methylsulfonylfluorid) resuspendiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit einer 
French-Press bei 16.000 p.s.i. zweimal aufgeschlossen. Danach wurde dem Zell- 
Extrakt 1 mM MgCl2 zugegeben sowie Benzonase (von Merck; 100,000 Units; 250 
Units pi" 1 ) in einer Endkonzentration von 12,5 Units ml" 1 . AnschlieBend wurde der 
Ansatz bei 37°C unter leichtem Ruhren mindestens 30 min inkubiert. Der Extrakt 

20 wurde mindestens 1,5 Stunden auf Eis stehen gelassen. AnschlieBend wurde 30 
min bei 4°C bei ca. 40 000 g zentrifugiert, bis der Oberstand relativ klar war. 
Es wurde eine Vorfiltration mit einer PVDF Membrane (Millipore "Durapore", o.a.) 
durchgefuhrt, die einen Porendurchmesser von 0,45 pm besaB. Der Extrakt wurde 
uber Nacht bei 4°C stehen gelassen. Vor Durchfuhrung der HI-(hydrophobic 

25 interaction)-Chromatographie wurde der Extrakt mit festem NaCI versetzt, und auf 
eine Konzentration von 2 M NaCI eingestellt. AnschlieBend wurde wiederum fur 30 
min bei 4°C und ca. 40 000 mg zentrifugiert. Danach wurde der Extrakt von letzten 
Resten an E. coli befreit, indem er mit einer PVDF Membrane (Millipore "Durapore", 
o.a.) filtriert wurde, die einen Porendurchmesser von 0,22 pm aufwies. Der filtrierte 

30 Extrakt wurde tiber eine Butylsepharose-4B-Saule (Pharmacia) aufgetrennt (Volu- 
men der Saule: 93 ml, Lange: 17,5 cm). Ca. 50 ml Extrakt mit einer Amylo- 
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saccharase-Aktivitat von 1 bis 5 Units pM wurden auf die Saule gegeben. An- 
schliefiend wurden mit 150 ml Puffer B nicht-bindende Proteine von der Saule 
(Puffer B: 50 mM Natriumcitrat pH 6,5, 2 M NaCI) gewaschen. Die Amylosaccharase 
wurde schlieSlich mit Hilfe eines fallenden, linearen NaCI-Gradient eluiert (von 2 M 
5 bis zu 0 M NaCI in 50 mM Natriumcitrat in einem Volumen von 433 ml bei einer 
Zufluftrate von 1,5 ml min* 1 ), welcher mit Hilfe eines automatischen Pumpsystems 
(FPLC, Pharmacia) generiert wurde. Die Elution der Amylosaccharase erfolgt 
zwischen 0,7 M und 0,1 M NaCI. Die Fraktionen wurden gesammelt, Ober eine PD10 
.Sephadex Saule (Pharmaci?) entsalzen, mit 8,7 % Glycerol stabilisiert, auf Amylo- 
10 saccharase-Aktivitat uberpruft und schlieBlich in Lagerpuffer (8,7 % Glycerol, 50 mM 
Citrat) eingefroren. 

Beispiel 2 

is Bestimmung der Amylosaccharase-Aktivitat 

Aufgereinigtes Protein Oder Proteinrohextrakt wird in unterschiedlichen Verdun- 
nungen in 1 ml Ansatzen enthaltend 5 % Saccharose, 0,1 % Glycogen und 100 mM 
Citrat pH 6,5 gegeben und bei 37°C inkubiert. Nach 5 min, 10 min, 15 min, 20 min, 

20 25 min und 30 min werden diesem Ansatz je 10 pi entnommen und durch sofortiges 
Erhitzen auf 95°C wird die enzymatische Aktivitat der Amylosaccharase beendet. Im 
gekoppelten photometrischen Test wird anschliefiend der Anteil der durch die 
Amylosaccharase freigesetzten Fructose bestimmt. Dazu werden 1 pi bis 10 pi der 
inaktivierten Probe in 1 ml 50 mM Imidazolpuffer pH 6,9, 2 mM MgCI2, 1 mM ATP, 

25 0,4 mM NAD und 0,5 U/ml Hexokinase gegeben. Nach sequentieller Zugabe von 
Glucose-6-phosphat Dehydrogenase (aus Leuconostoc mesenteroides) und 
Phosphoglucose-lsomerase wird die Absorptionsanderung bei 340 nm gemessen. 
AnschlieBend wird mit Hilfe des Lambert-Beerschen-Gesetzes die Menge an 
freigesetzter Fructose berechnet. 

30 Setzt man den erhaltenen Wert mit dem Zeitpunkt der Probennahme in Beziehung, 
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so lalit sich die Zahl der Units (1U = pmol Fructose/min) (pro pi Proteinextrakt bzw. 
pg aufgereinigtes Protein) bestimmen. 

Beispiel 3 

Reaktion im pufferfreien System im Vergleich zum gepufferten System 

Ansatzvolumina: 50 ml 

10 Enzymaktivitat: 5 Units / ml 

Puffer: Na-Acetat pH 6,5, variiert zwischen 0 mM 

(=Wasser) und 200 mM (Merck) 

15 Substrat: 10 % Saccharose (ICN) 

Primer: 0,1 % Dextrin, Typ IV Kartoffel (Sigma) 



20 



Durchfuhrung: 



Ansatze von jeweils 50 ml Reaktionsvolumen, enthaltend 10 % Saccharose, 0,1 % 
Dextrin, 250 Units Amylosucrase und unterschiedliche Konzentrationen eines Reak- 
tionspuffers (25 mM, 50 mM, 100 mM bzw. 200 mM Na-Acetat, pH 6,5) wurden bei 
37°C fur 46 h bzw. 73,25 h inkubiert. Zusatzlich wurde ein Reaktionsgemisch ohne 
25 Puffer, d. h. in demineralisiertem Wasser (pH 7,0) angesetzt. Mit Ausnahme der Puf- 
fersubstanz enthielt dieser Reaktionsansatz alle oben aufgefuhrten Komponenten. 

Zur Bestimmung der Umsetzung von Saccharose zu Amylose und Fructose wurden 
den sechs Reaktionsansatzen zu verschiedenen Zeitpunkten jeweils 1 ml Aliquots 
30 entnommen. Die Reaktion wurde in den entnommenen Proben durch 10 minutiges 
Erhitzen auf 95°C gestoppt. Die Bestimmung der Urnsatzraten erfolgte durch Mes- 
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sung der entstandenen Fructose bzw. der Bestimmung der noch vorhandenen Kon- 
zentration an Saccharose in den inaktivierten Proben mittels eines gekoppelten 
enzymatischen Tests im Photometer. 



5 Enzymassay: 

MeSvolumen: 1 ml 



,. .,. .,Enzyme-^ Hexokinase aus Hefe, Phpsphoglucpse-lsomerse, rr . ^ 
io Glucose-6-Phosphatdehydrogenase aus Leuconostoc 

mesenteroides, IJ-Fructosidase aus Hefe (alle 
Enzyme: Boehringer Mannheim) 



Me&puffer: 1 mM ATP 

15 0,4 mM NAD + 

50 mM Imidazol pH 6,9 



Der Test beruht auf der Umsetzung von Fructose mittels Hexokinase und Phospho- 
glucose-lsomerase zu Glucose-6-Phosphat. AnschlieBend erfolgt die Oberfuhrung 
20 des Glucose-6-Phosphates mittels Glucose-6-Phosphatdehydrogenase zu 6-Phos- 
phogluconat. Diese Reaktion ist an die Umwandlung von NAD + zu NADH + H + ( die 
photometrisch bei einer Wellenlange von 340 nm gemessen werden kann, gebun- 
den. Mit Hilfe des Lambert-Beerschen Gesetzes kann aus den erhaltenen Absorp- 
tionen die Menge an Fructose berechnet werden. 

25 

Zur Bestimmung der Konzentration von Saccharose wird der zu bestimmenden 
Probe zusatzlich zu dem oben beschriebenen Reaktionsgemisch noch R-Fructo- 
sidase zugesetzt. Diese spaltet die Saccharose in Fructose und Glucose. Die 
Konzentration beider aus dieser Reaktion entstehender Monosaccharide werden 
30 dann wie oben beschrieben mittels der Umwandlung von NAD + zu NADH + H + 
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bestimmt. Aus der Summe der bestimmten Monosaccharide kann die Saccharose- 
konzentration berechnet werden. 

Ergebnis: 



Nach ca. 73 h ist unter alien Reaktionsbedingungen die im Reaktionsansatz vor- 
handene Saccharose zu annahernd 100 % zu Amylose und Fructose umgesetzt 
worden. 
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Patentanspruche 

1 . Verfahren zur Herstellung wasserunloslicher ct-1 ,4-Glucane, bei dem 
Saccharose in vitro durch ein Enzym mit der enzymatischen Aktivitat einer 
Amylosaccharase zu wasserunloslichen a-1,4-Glucanen und Fructose 
umgesetzt wird, dadurch gekennzeichnet, dad die Umsetzung in einem 
walirigen, pufferfreien System durchgefuhrt wird. 

2. V wobei die Amylosaccharase ein Enzym von einem 
prokaryontischen Organismus ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, wobei der prokaryontische Organismus der 
Gattung Neisseria angehort. 

4. Verfahren nach Anspruch 3 ( wobei der prokaryontische Organismus Neisseria 
polysaccharea ist. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, wobei die Amylosaccharase 
rekombinant hergestellt ist. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5 t wobei eine gereinigte Amylo- 
saccharase eingesetzt wird. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, wobei die Amylosaccharase an 
ein Tragermaterial gebunden ist. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, wobei ein externer Kohlen- 
hydrat-Akzeptor zugesetzt wird. 
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Saccharoseabnahme im Reaktionsansatz 




Reaktionsdauer [h] 



□ OmM Acetat 

03 25 mM Acetat pH 6,5 
m 50 mM Acetat pH 6,5 
b 100 mM Acetat pH 6,5 
m 150 mM Acetat pH 6,5 

□ 200 mM Acetat pH 6,5 
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